This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 


IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 


As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 


Document AMI 

' Appl. No. 09/357,737 

Europalsches Patentamt 

® J J European Patent Office ® Numerode publication: 0 226 513 

Office ettropeen des brevets A1 


@ DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 


@ Numerode depot: 86402717.2 @ Int. CI. 4 : C 07 K 5/00 

_ C 07 K 7/00, A 61 K 37/64, 

© Date de depot: 08.12.86 G 01 N 33/569, C 12 P 21/02 


@ Priorite: 06.12.85 FR 8518155 

@ Date de publication de la demande : 
24.06.87 Bulletin 87/26 


@ Etats contractants designes: 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NU SE 

© Demandeur: INSTITOT PASTEUR 
25-28, rue du Docteur Roux 
F-75724 Paris Cedex 15 (FR) 

@ Inventeur: Autfray, Charles 
30, rue des Motssonneurs 
F-94440 Marolles en Brie (FR) 


Montagnler, Luc 

21,ruedeMaIabry 

F-92350 Le Plessls Robinson (FR) 

Klatzmann, David 
84, Quaf de Jemmapes 
F-75011 Paris (FR) 

Fisher, Alain 

15, passage Trubert-Bellier 
F-75013 Paris (FR) 

Charron, Dominique 
10, rue de Reims 
F-75013 Paris (FR) 

@ Mandataire : Gutmann, Ernest et al v 

S.C. Ernest Gutmann - Yves Plasseraud 67, boulevard 

Haussmann 

F-75008 Paris (FR) 


< 

CO 

T- 

m 

CD 
CM 
CM 


@ Peptides capables d'inhiber ies interactions entre des antlgenes et les lymphocytes T4, produits qui en sont derives et 
leurs applications. 

@ Ltnvention concerne un polypeptide ayant la capacite 
d'inhiber (interaction du virus tenu pour responsable du SIDA 
avec les recepteurs T4 portes par les lymphocytes T4. Ce 
peptide est choisi parmi ceux qui sont represents parmi les 
formules generates : 

X RFDS 2 

X SDFR Z 

X- SOAR Z 

X RADS Z 

dans lesquelles X est un atome d'hydrogene ou un groupe 
peptidique. Z est OH ou un groupe peptidique. et les autres 
lettres ddsignenl des aminoacides specifiques (nomenclature 
de designation a une lettre des aminoacides). 
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Description 

Peptides capables d'inhiber les interactions entre des antigenes et )es lymphocytes T4. produits qui en sont 

derives et leurs applications 

L'invention concerne des peptides derives des antigenes de HLA de classe II. de lantigene T4 et de 
5 proteines HIV capables d'inhiber les cooperations cellulaires entre les macrophages, les lymphocytes et les 
lymphocytes B. 

L'invention concerne en particulier des peptides ayant la capacite d'inhiber 1'interaction du virus tenu pour 
responsable du SIDA (syndrome d'immunodeficience acquise) avec les recepteurs T4 portes par les 
lymphocytes T4 et. plus generalement dexercer un effet immunomodulateur a regard des interactions entre 

W les macrophages et les lymphocytes T auxiliaires. d une part, et ces derniers et les lymphocytes B. d autre 
part, des lors que ces interactions sont normalement mediees par des recepteurs lymphocytaires codes par 
des complexes majeurs d'autohistocompatibilite de classe II (antigenes HLA de classe II chez rhomme). En 
d'autres termes, Hnvention concerne plus particulierement des peptides capables de moduler les reponses 
cellulaires mettant plus particulierement en jeu des antigenes susceptibles d induire des reponses 

15 immunitaires normalement mediees par des antigenes HLA de classe II, par exemple du type HLA DR. 

Certains virus lymphotropes interferent avec ces reponses cellulaires, en particulier des virus tenus pour 
responsables du SIDA. 

De tels virus ont ete isoles par plusieurs equipes. lis ont ete designes sous des abreviations diverses : LAV. 
HTLV-Ill. ARV2, etc.. Ces virus, denommes ci-apres sous I'abreviation la plus generate HIV (anciennement 
2Q LAV/HTLV III), possedent en effet un tropisme specifique pour les lymphocytes T4. L'acces du virus aux 
lymphocytes T4 petit cependant etre bloque in vitro, lorsque ces derniers ont au prealable ete incubes en 
presence d'anticorps monoclonaux (par exemple ceux commercialises par la firme ORTHO sous la 
designation OKT4) qui bloquent les recepteurs T4 de ces lymphocytes. C*est par reference a la capacite de 
ces anticorps monoclonaux de bloquer ces sites T4, qu'il sera fait plus particulierement reference dans ce qui 
25 suit, a laffinite des virus LAV pour les recepteurs T4 des lymphocytes T4. 

Les antigenes mettant en jeu des antigenes inducteurs de reponses immunitaires relevant des antigenes 
HLA de classe II ne sont evidemment pas limites a ceux presents dans des virus HIV. On mentionnera, a titre 
d'exemple de ces autres antigenes les virus de la grippe (influenza), d'Epstein-Barr, des rhinovirus, etc... 
L'invention concerne egalement diverses applications de ces peptides et des produits qui peuvent en etre 
30 derives. Par "produits derives de ces peptides", on entend des produits reconnus immunologiquement par 
des anticorps qui reconnaissent egalement ces peptides du. encore, des produits susceptibles d'exercer 
sensiblement les memes effets au niveau des susdites mediations cellulaires. 

A titre d'exemples d 'applications de ces peptides, on peut mentionner le diagnostic, voire le traitement ou la 
prevention des maladies controlees par les interactions entre les molecules HLA de classe II et I'antigene T4, 
35 parmi lesquelles les maladies induites par HIV. 

D'autres applications de ces peptides peuvent s'adresser a la detection de ceux des antigenes qui sont 
susceptibles d'induire des reactions immunitaires relevant de certaines categories d'antigenes HLA de classe 
II. par exemple de HLA-DR. 

D'autres applications de ces peptides sadressent. en variante. et lorsque le type d'antigene HLA 
40 susceptible de medier les reactions immunitaires induites par un antigene determine, a leur utilisation dans 
des tests visant a etudier in vitro Teffet immunomodulateur de substances a I'etude. 

L'invention decoule de I'hypothese initiate faite par les inventeurs que Tinfection des lymphocytes T4 par les 
virus LAV et le pouvoir pathogene de ces derniers tenaient a leur capacite dinterferer avec des sequences 
peptidiques concernees appartenant aux antigenes regutant les capacites de reconnaissance par ces 
45 lymphocytes de cellules porteuses de ces antigenes viraux, lorsque ceuxci leur sont presentes par les 
macrophages, par l intermediaire des recepteurs lymphocytaires appropries. Parmi ces antigenes, on 
mentionnera plus particulierement ceux qui sont constitues par des complexes majeurs d'auto-histocompati- 
bilite, connus sous ('expression anglaise "self major histocompatibility complexes" et Tabrevtation 
correspondante MHC, qui sera souvent utilisee dans ce qui suit. Les antigenes codes par le MHC sont appeles 
50 HLA chez I'homme. 

Les fonctions des divers types de lymphocytes T4 ou T8 impliquent des interactions avec les molecules 
codees par le systeme MHC de classe II pour les T4 et de classe I pour les T8. 

Leurs interactions respectives paraissent mediees par des molecules auxiliaires, parmi lesquelles des 
antigenes de differentiation T-cellutaires (notamment antigenes T4 et T8) et des molecules qui ont ete decrites 
55 comme facteurs potentiels d'adhesion aux cellules. Pour plus de details, on peut se reporter aux publications 
de (11). (12) et (13) identifies a la fin de la presente description. 

Les recherches qui ont abouti a la presente invention ont ete fondees sur la recherche de sequences 
peptidiques qui pourraient etre tenues pour responsables des capacites d'adhesion mutueile. d'une part des 
lymphocytes T4 et, d'autre part, soit des antigenes MHC de classe II qui sont susceptibles de les reconnaltre, 
60 soit des virus LAV, dont on presuppose qu'ils pourraient "mimer" Taction desdits antigenes vis-a-vis desdits 
lymphocytes. 

Ces hypotheses ayant ete posees. les inventeurs ont mis en evidence I'existence de sequences peptidiques 
communes aux chaines a de nombreux antigenes MHC de classe L aux chaines p des antigenes de classe II et 
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a une proteine codable par Tune des regions de lecture ouverte que Ton retrouve dans les genomes des 
differentes especes de souches LAV qui ont ete isolees. La mise en evidence de cette sequence commune, 
consistant en une sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-ser est d'autant plus remarquable qu'elle se trouve 
dans la seule region d'homologie connue a ce jour dans nombres des antigenes des classes I et II dont les 
sequences polypeptidiques partielles ou totales ont ete analysees (18) et (19). 5 

Dans ce qui suit, on fera souvent appel a la nomenclature offictelie relative aux designations des 
aminoacides naiurels par une lettre unique, nomenclature que Ton rappelle ci-dessous. 

M methionine 

L leucine 

I isoleucine ^ 

V valine 

F phenylalanine 
S serine 
P proline 

T threonine /5 
A alanine 

Y tyrosine 
H histidine 
Q glutamine 

N asparagine go 
K lysine 

D acide aspartique 
E acide glutaminique 
C cysteine 

W tryptophane 2 s 
R arginine 
G glycine 

En consequence la sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-Ser est designee dans la nomenclature susdite 
par RFDS. 

Les sequences tetrapeptidiques codables par le genome de LAV sont correlates a une phase de lecture 3d 
ouverte presente dans la partie d'extremite 3' qui chevauche la "region de repetition longue" (de I'anglais 
long terminal repeat") dans la region U3 du genome (20) .11 a deja ete suggere que parmi les proteines codees 
par la phase de lecture ouverte de la region d'extremite 3', il pouvait y en avoir une qui, soit consistent en un 
regulateur de transcription (21), soit interviendrait dans la cytotoxicity a regard des cellules T (20). En 
particulier une proteine F (p27) a ete mise en evidence par Allan et al dans Science, 15 novembre 1985, 230, 35 
p. 813. Cette proteine F contient la sequence RFDS. " 

Plus particulierement encore, on observe un dipeptide commun EL situe dans la m§me region d'homologie 
dans de nombreux antigenes de classe II et dans la sequence peptidique codable cohcernee des virus LAV, et 
a la meme distance (9 residus aminoacide les separent) de la sequence tetrapeptidique precedente du cote'de 
Textremite C-terminale de celle-ci, tant dans les antigenes de classe II que dans lesdites sequences codables 40 
du genome de LAV. Ce dipeptide est inexistant dans les regions d'homologie correspondantes des antigenes 
de classe I. 

De meme, on observe frequemment, du cote de rextremite N-terminale du tetrapeptide une sequence 
dipeptidique (RE) commune entre la susdite region d'homologie des antigenes de classe II et le polypeptide 
codable correspondant du genome des virus LAV, si ce n est que dans la susdite region d'homologie. cette 45 
sequence dipeptidique est separee de la sequence RFDS par 3 residus aminoacide et dans le polypeptide 
codable du virus par 4 residus aminoacide. Une sequence dipeptidique SL est egalement presente. Elle est 
separee de RFDS par 13 acides amines. Cette sequence pourrait jouer'un r6le dans la fixation du virus HIV ou 
de la proteine F sur la proteine T4. 

Les resultats des observations qui ont ete faites resultent du tableau ci-apres dans lequel ont ete so 
rapportees les parties des sequences peptidiques en cause, contenues dans les polypeptides initialement 
etudies ou sequences et appartenant aux antigenes des classes I et II d6crites dans les publications (19), (26), 
(27). (28), (29). (30) et (31) ou codables par des regions de lecture ouverte des ADNs correspondents de 
differents types de virus LAV (20). (21). (22) et (23) dans lesquelles les 
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:tableau. 


20 


30 


40 


10 


15 


20 


25 


30 


35 


40 


45 


50 


55 


60 


HLA 


Classe I 


H-2 


A3 

A28 

AZ 

Aw24 

B7 

B27 

B40 

Cw3 

12.* 

L d 
27.1 
Kw28 
Q10 


PRFIAVGYVDDTQFV 
PRf lAVGYVDOTQFY 
PRFIAVGYVDDTQFV 
PRFIAVGYVDDTQRV 
PRFSAYCYVPDTQF. V 
PRFTAVGYVDDTLFV 
PRFTAVGYVDDTLFV 
PHFIAVGYVCDTLFV 
PRFISVG YVDDTQFV 

PRYHEVGYVDPTEFV 


F R F I 
P R F I 
PR Y M 
P R F I 
PHI 
P R F I 
PRF! 


V G Y 

V G Y 


G Y 
G Y 
G Y 
G Y 
G Y 


V D D 
VON 

D II 

D fl 

P P 

D D 

D D 


E F 
E F 
0 F 
E F 
Q F 


Lapin RLA 


PRF! I V G Y V D D T Q F V 


R F 

D 

S D 

n r 

n 

J u 

P P 

n 

u 


K r 

n 

J V 

P F 

n r 

p 

J u 

D C 
t\ r 

n 


R F 

p 

c n 

R r 

p 

^ 0 

J u 

R *F 

D 

S D 

R F 

0 

S D 

R F 

0 

S D 

P F 

D 

S D 

R F 

0 

S D 

R F 

C 

S D 

R F 

D 

S D 

R F 

D 

s n 

R F 0 

S D 

R F 

DSD 


bP2 

DP3 
DP4 
0Q1 
DQ1 
DQ? 

HLA 0Q3 
DQ4 

0R4,w6 

DP2,w6 

0P3,w6 

DR2 

DP? 

Classe II Bj ; ^d 


Q 
Q 
Q 
V 
V 
V 
V 
V 
V 
V 
V 
V 
V 


R F 
R F 
R F 
R'G 


R E 

P. E 


R 
R 
R 
R 
R 
R 
Q 

H N Q 

h r: n 

Y N Q* 

Y N Q 


H-2 


I -AT 
I-E* 


I R L V T R Y I Y N R E E Y V 

IRLVIP.YIYNREEY 

I R Y V T R Y I Y N R C E Y 

VRFLERF1YHRFEN 

VRLIERYFYNLEEN 

VRLLVRYFYNLEEN 


S3DA 


I AVI a 
HTLVIII 
ARV2 
LV 


5 I H 
SIH 
5LH 
SIH 

170 


G H D 
G H D 
G H E 

GHO 


E V 

Z V 

E. V 

E V 



A A 

A A 

A A 

A A 

A A 

A A 


50 

RAP 
RAP 
RAP 
RAP 
R A P 
RAP 


R E 

ATSPRHEPRAP 
OESPRGEPRAP 
OASPREEPRAP 


AASPRMEQ>RAP 


D v r, 


V 
V 
V 
D V 
D V 
D V 


E I 
E L 


tt!j 


G 
G 
G 
G 

T P Q G 
T P Q G 
T P Q G 
TPO G 


RfTtl 

I 


R A V T 
R A V T 
R A V T 
R A V T 
R A V T 
R A V T 


180 


L A F 

L A F 

L A F 

L A F 

190 


H H 

H H 

H H 

II H 


I 
L 
E L 

E L 
E L 
E L 
E I 
E I 
EL 


sequences peptidiques communes ont ete amenes en regard mutuel. 
65 Dans la partie gauche du tableau sont indiques les antigenes dont les sequences peptidiques montrees 
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sont rediquees. Les sequences peptidiques communes sont encadrees. 

Ces observations sont a la base de ('invention, laquelle a, a son tour, confirme la validite des hypotheses 
initialement posees. La synthese de peptides contenant de telles sequences a confirme la validite de 
rhypothese intitialement faite. Des peptides contenant la sequence RFDS se sont reveles capables d'adherer 
aux lymphocytes T4 et a prevenir Tadhesion du virus LAV sur les lymphocytes ainsi modifies. Ces peptides se 5 
sont ainsi reveles comme constituant Tun des determinants intervenant dans la reconnaissance mutueile des 
lymphocytes et soit des susdits antigenes. soit des virus LAV, d*ou I'expression "peptide adhesiotope" qui 
sera utilisee dans ce qui suit. 

A I'instar de ce qui a ete observe dans d'autres systemes qui ont ete decrits, par exemple celui qui a conduit 
a la determination du site de reconnaissance de nombreuses cellules eucaryotes par la fibronectine ( t ), (2) et 10 
(3) (site qui s'est trouve etre localise dans une sequence RGDS), on a constate que dans le cas de l'invention, 
le peptide RFDS pouvait etre remplace par un peptide ayant une sequence inversee ("forme miroir"). 
c'est-a-dire le peptide SDFR. 

Dans la mesure ou le site RFDS est porte par le virus LAV ou par les antigenes MHC specifiques des 
lymphocytes T4 (ou d'autres lymphocytes, tels que les lymphocytes T8), il en decoulait aussi la possibility que 15 
les molecules T4 des lymphocytes eux-m§mes devaient comporter des sequences peptidiques definissant les 
sites susceptibles d'intervenir dans la reconnaissance mutueile susdite. L'invention devait ainsi permettre de 
reconnaltre que cette sequence devait normalement etre formee par Tun des peptides RADS ou SDAR, en 
raison de leur configuration spatiale et des charges portees par certains de leurs residus aminoacide (charges 
complementaires de celles des residus charges de RFDS ou SDFR). 20 

Les conditions qui precedent peuvent etre illustrees par le schema suivant : 


MHC RFDS. 


25 


+ 

+ 

< . . . ..SDAR . . . T 4 30 

L'invention concerne done plus, particulierement tout peptide contenant au moins une sequence 
tetrapeptidique choisie parmi RFDS, SDFR, RADS qui constitue un site present dans la molecule T, ou SDAR, 
ce peptide presentant une configuration telle que la sequence tetrapeptidique soit exposee dans des 35 
conditions lui permettant d'interagir avec un recepteur cellulaire, tenu de conserver ses proprietes 
d'adhesiotope. 

A cet egard on remarquera que la glycoproteine d'enveloppe des LAV contient egalement une sequence 
tetrapeptidique SDAR (dans ARV 2) ou SDAK (dans LAV. LV. HTLV III). 

D'une facon generate , les peptides seloh invention peuvent etre choisis parmi ceux qui sont representes 40 
par les formules generates : 

X RFDS Z (I) 

X — SDFR : 2 (II) 

X SDAR Z (111) 

X R A D S Z (IV) 45 

X S D A K Z (V) 

dans lesquelles X est un atome d'hydrogene ou un groupe peptidique avec une extremite N-terminale et Z est 
un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-terminale. ces peptides X et Z ne contrevenant pas. 
lorsqu'ils sont eux-memes constitues par des sequences peptidiques. a la necessite rappelee plus haut 
d'autoriser Texposition de la sequence tetrapeptidique. 50 

Des peptides preferes selon ('invention sont constitues par les tetrapeptides eux-memes. Des peptides 
plus actifs sont ceux qui contiennent dans une meme structure Tun des tetrapeptides sus-indiques. Des 
peptides intermediaires preferes sont ceux qui sont constitues par des acides amines rTinfluencant pas la 
morphologie d ensemble du peptide total, par exemple une chaine comprenant de 2 a 10 residus alanine. 

D*une facon generale. le choix des groupes peptidiques pouvant etre associes aux sequences 55 
tetrapeptidiques selon l'invention (ou dont l utilisation devrait etre evitee) peut §tre guide par I'utilisation de 
programmes permettant la modelisation des configurations des polypeptides susceptibles d'etre obtenus au 
terme de I'assemblage de series predeterminees d'aminoacides. De tels programmes ont notamment et6 
decrits par (14). (15) et (16). 

D'autres peptides preferes conformes a l'invention sont ceux qui peuvent etre representes par les formules 60 
suivantes (dans lesquelles chaque tiret represente un residu d'aminoacide) : 
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X 


F 0 5 EL 


Z 


(VI) 


X r 


RE R F D S Z 


(VII) 


5 


X 


RE R f D 5 


EL 


(VIII) 


dans lesquelles X et Z ont les significations sus-indiquees. 
Des peptides particulierement. preferes contiennent des sequences polypeplidiques choisies parmi : 
10 REVLE WRFDS RLAFHHVAREL (IX) 
REVLE WRFDS KLAFHHVAREL (X) 
REVLE WRFDS KLAFHHMAREL (XI) 

respectivement issues des sequences codables contenues dans les genomes de LAV1a. HTLV HI. ARV2 et LV 
rappelees dans le tableau. Les elements de sequence soulignes correspondent aux sequences davantage 

15 specifiques qui ont ete definies plus haut. 

D'une facon generate, le nombre total de residus d'acides amines contenus dans les sequences 
peptidiques selon I'invention n est pas determinant. II sera essentiellement limite par des raisons d'ordre 
pratique, pour ce qui est de la synthese chimique. Normalement le nombre total d'acides amines ne depassera 
pas 50. Avantageusement, il est inferieur a 30. voire meme a 20. 

20 La capacite des peptides adhesiotopes selon l'invention d'inhiber Tadhesion d'un virus LAV a des 
lymphocytes T4 peut etre appreciee. notamment par la diminution, voire la suppression de la fixation du LAV 
au recepteur membranaire des lymphocytes T4 apres que. soit les lymphocytes (dans le cas de peptides 
contenant RFDS ou SDFR). soit les virus (dans le cas des peptides contenant SDAR ou RADS) aient ete 
preincubes avec ces peptides. 

25 A cet effet on peut utiliser le virus LAV marque, par exemple couple a la fluoresceine isothiocyanate (LAV 
FITC). La propriete adhestotope du peptide etudie s'apprecie alors par la reduction ou meme la disparition 
totale de lymphocytes retenant le virus marque, apres separation eventuelle de I'excedent de virus marque 
non fixe sur les lymphocytes. 
On peut naturellement avoir recours a toute autre methode approprtee pour la mesure du pouvoir 

30 adhesiotope des peptides a I'etude. 

II ya naturellement de soi que certains des aminoacides, dans les structures envisagees peuvent Stre 
remplacees par d'autres. Eventuellement dans la sequence RFDS, le residu F peut etre remplace par un residu 
Y. D une facon generate, on peut avoir recours a toute substitution d'aminoacide par un autre aminoacide 
isosterique. 

35 Les peptides selon ('invention sont utilisables comme reactifs. par exemple pour detecter dans un fluide 
biologique. tel que le serum d'un malade, des anticorps diriges contre les proteines du virus HIV diriges contre 
la region de la proteine contenant la sequence RFDS ou contre la region contenant la sequence SDAR (ou 
SDAK) de Tenveloppe du virus, 
^invention concerne plus particulierement ces peptides en tant qu'ils peuvent etre utilises pour la 

40 fabrication d'anticorps monoctonaux ou polyclonaux susceptibles de les reconnaitre specif iquement. Ces 
peptides peuvent etre modifies par Thomme du metier pour qu'ils puissent se fixer sur le site de fixation du 
LAV sur des cellules T4 sans interferer avec Tactivite de la proteine T4 avec le systeme HLA. Ces peptides 
peuvent etre utilises dans des kits de diagnostic pour la recherche d'anticorps anti-HIV dans le serum des 
malades. lis peuvent aussi etre utilises pour la detection de proteines virales dans le serum des malades et 

45 aussi a des fins therapeutiques par administration a des malades dans le but d'empecher la dissemination de 
('infection a de nouvelles cellules ou a des personnes non encore atteintes et ce a des fins preventives, pour 
empecher Tinfection. 

L'invention concerne encore les regions intermediaires entre les sites RFDS et EL. d une part, et RE, d'autre 
part t dans les genomes des ditferentes formes de virus LAV qui ont ete isoles. 
50 Ces regions sont caracterisees par un grand degre de conservation. II s'agit plus particulierement des 


VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
55 RLAFHHMAR. 

L'invention concerne aussi ('application de ces derniers types de peptides, aux memes fins que cedes qui 
ont ete indiquees pour les precedents peptides. (Is peuvent le cas echeant etre utilises directement pour sa 
fabrication d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux. ceux-ci etant alors aptes a se fixer sur les proteines T4. 
in vitro ou in vivo sans interferer avec Tactivite de la proteine T4 avec le systeme HLA. 

60 L'invention concerne encore les compositions immunogenes qui peuvent etre preparees en metlant en jeu 
les peptides selon l'invention. le cas echeant amenes sous les formes appropriees a la manifestation in vivo de 
cette immunogenicite. d'une part, et la production d'anticorps, de preference monoclonaux, plus 
specrfiquement diriges vers les sites specifiques de ces peptides: Par "sites specifiques". on entend plus 
particulierement ceux qui ont ete indiques dans ce qui precede, en ( occurrence tant les sites RFDS, SDFR, 

65 SDAR. RADS. EL ou. d'ailleurs egalement LE. RE ou ER (EL et ER faisant egalement partie de I'invention), que 
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les sites intermediaires entre ces groupes pepticfiques et plus specifiquement les peptides intermediaires 
entre RFDS et EL. d'une part. RFDS et RE, d'autre part, dans les genomes des virus LAV concernes. 

If a de plus ete constate que la sequence RFDS constitue apparemment le site de reconnaissance utilisable 
par d'autres types de virus a regard des cellules qu'ils sont capables d'infecter. Tel est par exemple le cas du 
rhinovirus HRV14, dont la proteine VP1 contient egalement la sequence RFDS. La meme generalisation peut 5 
se faire au niveau d'autres virus, par exemple le virus d'Epstein-Barr, dont une glycoproteine contient 
ladhesiotope RADS. 

D'autres peptides preferes selon ('invention sont caracterises par la formule suivante : 
X— JRFDSD Z (XII) 

dans laquelle X et 2 ont les significations sus-indiquees et J est A, V ou L, ces peptides comportant de 6 a 20, 10 
voire 30 residus aminoacyle. 

Des hexapeptides preferes appartenant a cette categorie de peptides presentent la formule ■ 
H 2 N-VRFDSD-OH (XIII) 

ou la formule H2N LRFDSD OH (XIV) 

Un heptapeptide prefere appartenant a cette categorie presente la formule : /5 
H2N-LRFDSDL-OH (XV) 

(ci-apres encore designee par la formule LRFDSDL ou par fabreviation "DR-7"). 

A cet heptapeptide correspond une sequence contenue dans le domaine 01 de molecules HLA-DR de 
classe 2. 

D'autres peptides preferes conformes a I'invention sont caracterises par la formule * 20 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquelle : 

X et Y ont les significations sus-indiquees, 

B est choisi parmi Y, S, D, F ou N, plus particulierement Y ou D, et 

J est choisi parmi A. V, L et avec F pouvant eventuellement etre remplace par Y. 25 

Des peptides preferes appartenant a cette categorie de peptides sont constitue s par des dodecapeptfdes 
de formule : 

H2N-EEBJRFDSDVGE-OH (XVII) 
et plus particulierement : 

H2-EEYDR FDSDVGE-OH (XVIII) ^ 
(pu encore designe ci-apres par la formule EEYDRFDSDVGE ou par la designation *DR12"). 

D'une facon generate, I'inventipn concerne tout peptide du meme type susceptible d'avoir une sequence 
essentiellement semblable. telle que susceptible dletre presente dans d*autres molecules HLA DR non 
identifies dans le tableau presente a la fin de cette description. 

Parmi ces peptides oh mentionnera encore plus particulierement ceux de formule : 35 
X---EEBJRFDSDVGEURAVTEL---Y (XIX) 

dans laquelle X et Y ont les significations sus-indiquees et U est Y, F ou H. 

Dans tous les peptides qui viennent d'etre identifies, il sera naturellement remarque que les groupes X et Y 
(des lors qu ils sont differents de H2N- et -OH respectivement) doivent etre tels qu'ils ne modifient pas les 
qualites adhesiotopes de la sequence RFDS (ou RYDS) elle-meme. 40 

Comme precedemment evoque, les peptides susindiques peuvent etre remplaces par ceux qui leur 
correspondent et dans les antigenes T4 des lymphocytes auxiliaires. les sequences etant presumfees 
intervenir dans la reconnaissance mutuelle des HLA-DR et des lymphocytes T4, A titre d'exemple de tels 
peptides, on mentionnera celui de formule : 

DRADSKL (XX) 45 
(ci-apres designe par "T4-7"), Ces sequences contenues dans les antigenes T4 sont celles qui sont 
presumees (ce qui a d'aiileurs ete verifie) intervenir dans les reactions de reconnaissance mutuelle des 
antigenes HLA (en ( occurrence des molecules HLA-DR dans Texemple considere) et des lymphocytes T4. A 
titre d'exemples de tels peptides, on mentionnera : 

- celui de formule : ^ 
DRADSKL (XX) 

(ci-apres designe par Tabreviation "T4-7"). ce peptide correspondant au peptide *DR-7" susdit, ou 

- celui de formule : 
KLNDRADSRRSL (XXI) 

(ci-apres designe par Tabreviation "T4-12T ce dernier peptide correspondant alors au peptide "DR-12". 55 

L ihvention concerne done egalement. et de facon plus generaJe. des peptides contenant la sequence 
RADS et. entourant celle-ci. des sequences peptidiques n'interferant pas avec la capacite de la sequence 
RADS a etre reconnue par des molecules HLA humaines, plus particulierement HLA-DR. 

L'invention concerne encore plus particulierement parmi les peptides precedents ceux qui sont capables 
d exercer l effet immunomodulateur dont il a ete question dans le preambule de cette description, plus 60 
particulierement a regard ds antigenes generalernent susceptibles d'induire in vivo des reponses 
immunitaires mediees par des antigenes HLA de classe II. notamment HLA-DR. 

A cet egard. il a ete constate que des peptides conformes a l invention, notamment les peptides de formules 
XIII. XIV. XVIII. XX et XXI. etaient capables comme les anticorps monoclonaux specifiques des molecules 
HLA-DR et T4. respectivement. d'inhiber in vitro les interactions entre les macrophages et les lymphocytes 65 
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auxiliaires (lymphocytes T4). d une part, et ehtre les lymphocytes T4 et tes lymphocytes B, d'autre part. Les 
proprietes inhibit rices de ces peptides ont ete mises en evidence sort individuellement, soit dans des essais 
de synergie d inhibition realises in vitro dans uh systeme experimental tout a fait analogue a celui decrit par A. 
FISHER et al. Eur. J. Immunol. (1986), 16 : 1111-1116. visant a etudier les reponses immunes in vitro de ces 

5 lymphocytes a regard du meme virus de la grippe, si ce n est que ces essais ont ete realises avec des doses 
sub-inhibitrices de peptides complementaires Tun de l autre (EEYVRFDSDVGE et KLNDRADSRRSL) . en lieu 
et place des doses sub-inhibitrices d'anticorps anti-HLA-DR et anti-T4 respectivement qui avaient ete mises 
en oeuvre dans ces essais de synergie dinhibition par FISHER et al. 
On rappellera en effet que. dans ce systeme. ("incubation in vitro, d une part de lymphocytes T auxiliaires 

10 avec un anticorps anti-T4 en concentration infra inhibitrice. et. d'autre part, de lymphocytes B avec un 
anticorps anti-HLA-DR en concentration infra-inhibitrice. provoque une inhibition puissante de la production 
d'anticorps. 

II a ainsi ete mis en evidence que Je peptide EEYVRFDSDVGE (DR-12) analogue de molecules HLA de 
classe II DR (strictement des molecules murines lAic) inhibe de facon tres significative et reproductible ta 
;5 proliferation specifique du virus influenza des lymphocytes T ainsi que la production d*anticorps contre ce 
virus a des concentrations de Tordre de 10 micro-molaires. Cette inhibition est faible sous I'effet du peptide 
RFDS seul. Des resultats intermediaires sont obtenus avec des peptides contenant la sequence RFDS 
entouree decides amines, de ceux qui, dans les molecules HLA de classe II, entourent la sequence RFDS. 
C'est ce que Ton a notamment observe avec le peptide "DR-7*. 
a? Un peptide de 12 acides amines contenant la sequence RADS, en particulier le peptide KLNDRADSRRSL a 
une activite inhibitrice moderee mais significative. 

L'effet inhibrteur de ces peptides, analogues de la molecule HLA de classe II se sont reveles tout a fait 
paralleles a ceux que Ton peut obtenir a laide d'anticorps monoclonaux diriges contre la molecule T4. Ainsi un 
clone de lymphocytes T specifique du virus influenza dont la proliferation induite par Tantigene est resistante a 
25 Tinhibition par des anticorps-anti T4 est egalement resistante a I'inhibition par les susdits peptides analogues, 
alors que l'effet auxiliaire (activation des lymphocytes B) de ce meme clone est sensible aussi bien aux 
anticorps anti T4 qu a ces peptides, analogues de DR. 

Un argument supplemental en faveur d'une interaction reelle entre RFDS et RADS result e d'experiences 
demon! rant une synergie d'inhibition par ces peptides des interactions cellulaires. 
30 On observe, dans les conditions experimentales decrites par FISHER et al, une inhibition importante de la 
proliferation ou de la production d'anticorps specifiques du virus influenza, lorsque des lymphocytes T. apres 
avoir ete pr6-incubes avec des concentrations infra-inhibitrices du EEYVRFDSDVGE. ont ete mis en contact, 
soit avec des monocytes, soit avec des lymphocytes B, qui avaient egalement ete pre-incubes avec des 
concentrations infra-inhibitrices du peptide analogue de T4 KLNDRADSRRSL. L'effet de synergie ainsi 
35 observe n est pas obtenu eh utilisant d'autres peptides du eventuellement d autres anticorps sans rapport 
avec les molecules T4 et classe II. 

La valid it e de ces resultats est confirmee par le fait que les peptides utilises n'ont pas d'effet cytotoxique sur 
les cellules employees, lis n'inhibent pas des tests fonctionnels des lymphocytes T n'impliquant pas les 
molecules HLA de classe II. D'autre part; en pre-incubant les peptides avec des anticorps anti-peptides 
40 specif iqites. on peut bloquer Teffet inhibiteur du au peptide. 

Cependant les sequences adjacentes a la structure preservee RFDS, mais qui varient entre molecules HLA 
DR. DQ et DP, pourraient avoir un rdle dans Tetablissement d'une structure tertiaire indispensable a 
Interaction avec les molecules T4. En effet les peptides analogues de HLA DR n'ont pas d'effet inhibiteur. 
Les peptides selon ('invention peuvent etre prepares par les techniques classiques, dans le domaine de la 
45 synthese des peptides. Cette synthese peut etre realisee en solution homogene ou en phase solide. 

Par exemple on aura recours a ta technique de synthese en solution homogene decrite par HOUBENWEYL 
dans l ouvrage intitule "Methode der Organischen Chemie" (Methode de la chimie organique) edite par E. 
WUNSCH. vol. 15-1 et IL THIEME. Stuttgart 1974. 
Cette methode de synthese consiste a condenser successivement deux a deux les aminoacyles successifs 
50 dans Tordre requis. ou a condenser des aminoacyles et des fragments prealablement formes et contenant 
deja plusieurs residus aminoacyles dans I'ordre approprie. ou encore plusieurs fragments prealablement ainsi 
prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de proteger au prealable toutes les fonctions reactives portees 
par ces aminoacyles ou fragments, a I'exception des fonctions amine de Tun et carboxyie de l'autre ou vice 
versa, qui doivent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques, notamment apres 
55 activation de la fohction carboxyie, selon les methodes bien connues dans la synthese des peptides. En 
variante. on pourra avoir recours a des factions de couplage mettant en jeu des reactifs de couplage 
classtque. du type carbodiimide, tels que par exemple la 1-ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide. 
Lorque I'aminoacyle mis en oeuvre possede une fonction acide supplementaire (notamment dans le cas de 
I'acide glutamique). ces fonctions seront par exemple protegees par des groupes t-butytester. 
60 Dans le cas de la synthese progressive, acide amine par acide amine, la synthese debute de preference par 
la condensation de l aminoacide C-terminal avec Taminoacide qui correspond a I'aminoacyle voisin dans la 
sequence desiree et ainsi de suite, de proche en proche, jusqu'a I'acide amine N-terminal. Selon une autre 
technique preferee de Tinvention. on a recours a celle decrite par R.D. MERRIFIELD dans Particle intitule 
"Solid phase peptide synthesis" (J. Am. Chem. Soc.. 45, 2149-2154). 
65 Pour fabriquer une chaine peptidique selon le procede de MERRIFIELD, on a recours a une resine polymere 
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trfcs poreuse, sur laquelle on fixe le premier aminoacide C-terminal tie la chalne. Get aminoacide est fixe sur la 
resine par I'interm6diaire de son groupe carboxylique et sa fonction amine est protegee, par exemple par le 
groupe t-butyloxycarbonyle. 

Lorsque le premier aminoacide C-terminal est ainsi fixe sur la r6sine, on enleve le groupe protecteur de la 
fonction amine en tavant la resine avec un acide. 

Dans le cas ou le groupe protecteur de la fonction amine est le groupe t-butyloxycarbonyle, il peut etre 
elimine par traitement de la r6sine a I'Aide decide trifluoroacetique. 

On couple ensuite le deuxieme aminoacide qui fournit le second aminoacyle de ta sequence recherchee, a 
partir du residu aminoacyle C-terminal sur la fonction amine d6prot6g6e du premier aminoacide C-terminal fixe 
sur la chaTne. De preference, la fonction carboxyle de ce deuxieme aminoacide est activee. par exemple par la 
dicyclohexylcarbodiimide. et la fonction amine est protegee, par exemple par le t-butyloxycarbonyle. 

On obtient ainsi la premiere partie de la chalne peptidique recherchee, qui comporte deux amtnoacides, et 
dont la fonction amine terminale est protegee. Comme pr6c6demment, on dfcprotege la fonction amine et on 
peut ensuite proc6der a la fixation du troisteme aminoacyle, dans les conditions analogues a celles de 
laddition du deuxieme aminoacide C-terminal. 

On fixe ainsi. les uns aprfcs les autres, les acides amines qui vont constituer la chaTne peptidique sur le 
groupe amine chaque fois d6proteg6 au prealable de la portion de la chalne peptidique d6ja form6e et qui est 
rattachee a la r§sine. 

Lorsque la totalite de la chaine peptidique d6sir6e est formee, on elimine les groupes protecteurs des 
diff6rents aminoacides constituant la chaTne peptidique et on detache le peptide de la r6sine par exemple a 
I'aide d'acide fluorhydrique. 

(-'invention concerhe egalement les oligomeres hydrosolubles des peptides monomeres sus-indiqu6s 
L'oligomerisation peut provoquer un accroissement de Timmunogenicite des peptides monomeres selon 
('invention. Sans qu'une telle indication chiffr6e puisse etre consid6r6e comme limitative, on mentionnera 
neanmoins que ces oligomeres peuvent eventuellement contenir de 2 a 25 unites monomeres. 

Elle concerne plus particulierement ceux des oligomeres dans lesquels les motifs adh6siotopes sont relies 
les uns aux autres par des chaTnons peptidiques intermediates n'interferant pas avec leurs possibility 
d'exposition. Ces chalnons sont par exemple constitues par des dipeptides Ala-Ala. 

On peut avoir recours, pour realiser I'oligomerisation, a toute technique de polymerisation couramment 
utilisee dans le domaine des peptides, cette polymerisation etant conduite jusqii'a I'obtention d'un oligomere 30 
ou poiymere ohtenant le nombre de motifs monomeres requis pour ('acquisition de Timmunogenicite desir6e. 

Une methode prefer6e de I'oligomerisation ou de polymerisation du monomdre consiste dans la reaction de 
celui-ci avec un agent q*e reticulation, tel que le glutarald6hyde. 

On peut egalement avoir recours a d'autres methodes d oligomerisation ou de couplage, par exemple a 
celle mettant en jeu des couplages successifs d'unites monomeres. par I'intermediaire de leurs fonctions 35 
terminates carboxyle et amine en presence d'agents de couplage homo- ou hetero- bifonctionnels. 

On peut egalement, pour la production de molecules comportant un ou plusieurs motifs nonapeptidiques 
tels que defin is ci-dessus, avoir recours a des techniques du genie gen6tique mettant en oeuvre des 
micro-organismes transformes par un acide nucieique determine comprenant des sequences nucteotidiques 
appropriees correspondantes. 

invention concerne encore les conjugues obtenus par couplage covalent des peptides selon Invention 
(ou des susdits oligomeres) a des molecules porteuses (naturelles ou synthetiques) physiologiquement 
acceptables et non toxiques, par I'intermediaire de groupements reactifs compiementaires respectivement 
portes par la molecule porteuse et le peptide. Des exemples de groupements appropri6s sont illustres dans ce 
qui suit : 

A litre d exemples de molecules porteuses ou supports macromoieculaires entrant dans la constitution des 
conjugues selon Invention, on mentionnera des proteines naturelles, telles que I'anatoxine tetanique. 
I'ovalbumine, des serums albumines, des hemocyanines, etc.. 

A titre de supports macromoieculaires synthetiques. on mentionnera par exemple des polylysines ou des 
poly(D-L-alanine)-poly(L-lysine). 

La litterature mentionne d'autres types de supports macromoieculaires susceptibles d'etre utilises, 
lesquels presentent en general un poids moieculaire sup6rieur a 20.000. 

Pour synthetiser les conjugues selon rinvention. on peut avoir recours a des procedes connus en soi tels 
que celui d6crit par FRANTZ et ROBERTSON dans "Infect, and Immunity*. 33, 193-198 (1981), ou celui decrit 
dans "Applied and Environmental Microbiology', octobre 1981. vol. 42, n** 4. 611-614 par P.E. KAUFFMAM en 55 
utilisant le peptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique, on utilisera avantageusement comme agents de couplage les composes suivants. cit6s a 
titre non limitatif : aldehyde glutarique. chloroformiate d'ethyle. carbodiimides hydrosolubles (N-ethyl-N'(3-di- 
methylamino-propyl) carbodiimide. HCI). diisocyanates. bisdiazobenzidine. di- et trichloro-s-triazines 
bromures de cyanogene. benzoquinone. ainsi que les agents de couplage mentionnes dans Scand J go 
Immunol.. 1978. vol. 8. p.7-23 (AVRAMEAS. TERNYNCK. GUESDON). 

On peut avoir recours a tout procede de couplage fatsant intervenir d'une part une ou plusieurs fonctions 
reactives du peptide et d autre part, une ou plusieurs fonctions reactives des molecules supports. 
Avantageusement. il s agit des fonctions carboxyle et amine, lesquelles peuvent donner lieu a une reaction de 
couplage en presence d un agent de couplage du genre de ceux utilises dans la synthese des proteines. par 65 
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exemple le 1-ethyl-3-(3-dimelhylaminopropyl)-carbodiimide. !e Nrhydroxybenzotriazole. etc.. On peut encore 
avoir recours a la glutaraidehyde. notamment lorqu'H s agit de reiier entre eux des groupes amines 
respectivement portes par le peptide et la molecule support. 
Des caracteristiques supplementaires de linvention apparaitront encore au cours de la description qui suit 
5 des conditions dans lesquelles des peptides preferes de ( invention ont ete obtenus. 

EXEMPLE 1 : 

Synthese du Arg-Phe-Asp-Ser-Ala-Ala-Arg-Phe-Asp-Ser 
10 Pour preparer ce peptide, on a recours a la synthese peptidique mentionnee ci-dessus et on procede 
comme suit ou de fapon equivalents 
Les abreviations utilisees dans le cadre de cette synthese ont la signification suivante : 
BOC : t-butytoxycarbonyle 
Asp : acide aspartique 
15 Ala : alanine 
Arg : arginine 
Ser : serine - 
Phe : phenylalanine. 

On utilise comme aminoacides des N-alpha-aminoacides proteges uniquement avec le groupe 
20 t-butyloxycarbonyle (BOC). 

Les groupes fonctionnels lateraux sont proteges comme suit : 
Arg est protege par le groupe tosyle. 
Asp est protege par le groupe cyclohexyle. 
Ser est protege par le groupe benzyte. 
25 On distille CH2CI2 a partir de Na2C03 anhydre avant utilisation. 

II est avantageux d'utiliser un support de resine constitue par un copolymere chloromethyle de styrerie et de 
divinylbenzene a 1 o/o (commercialise par les Laboratoires BIORAD). 

La N-alpha-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-serine est de preference esterifiee sous forme de son sel de 
cesium (GISINB.F (1973) Helv. Chim. Acta 56,1476). 
30 La synthese est effectuee dans un synthetiseur automatique du type de celui commercialise par BECKMAN 
■ sous la designation 99Q B. .-• 

Chacun des acides amines entrant dans la constitution du peptide selon ('invention est fixe a la chatne 
peptidique deja formee comme il est indique ci-apres. 

a) On lave trois fois la resine pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene pour la mettre 
35 en suspension. 

b) On lave ensuite une fois pendant environ trois minutes avec de I'acide trifluoroacetique a 40 *>/o pour 
impregner la resine. 

: c) On relave une fois pendant environ 30 minutes avec de I'acide trifluoroacetique pour deproteger le 
groupe N-terminal de la chatne peptidique deja formee. 
40 d) On lave ensuite deux fois pendant environ 3 minutes vec du chlorure de methylene pour eliminer 

Tacide trifluoroacetique. 

e) Puis on lave deux fois pendant environ 3 minutes avec de Tatcool isopropylique pour eliminer le 
chlorure de methylene. 

f ) Puis on reimpregne le milieu en lavant 4 fois pendant 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

45 g) On lave trois fois pendant environ 3 minutes avec de la diisopropylethylamine pour neutraliser la 

fonction amine, qui se trouvait salifiee sous forme de son sel avec Tacide trifluoroacetique. 

h) On lave quatre fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene pour chasser la 
diisopropylamine en exces. 

i) On ajoute I'acide amine a fixer sur la chalne peptidique deja formee, comme indique ci-dessous. 
50 j) On lave ensuite trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

k) Puis on chasse le chlorure de methylene en lavant deux fois pendant environ 3 minutes avec de 
Palcool isopropylique. 

I) On lave enfin trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene, pour remettre le 
milieu reactionnet dans son solvant. 
55 En ce qui concerne la fixation de chacun des acides amines a une chaine peptidique deja formee, on a 
recours a un acide amine (en exces par rapport a la chatne peptidique deja formee, cet exces correspondant a 
environ trois fois la charge de la chaine peptidique) dont la fonction amine est protegee par le groupe 
t-butyloxycarbonyle et dont la fonction acide est activee par la dicyclohexyicarbodiimide, Thydroxybenzotria- 
zole ensuite addittonne afin de minimiser les reactions secondaires (ARENDT A., KOLODZIEJZKYK A.M. 
60 (1978) Tetrahedron Lett 40, 3867). (MOJSOV S.. MITCHELL A. R. (1980) J. Org. Chem. 45, 555). 

Apres chaque etape d*addition d'un acide amine, on determine la quantite d acide amine libre qui n'a pas ete 
fixee sur la chaine peptidique. par te test a la ninhydrine (KAISER E., COLESCOTT R.L et al. (1976) Anal. 
Biochem. 34, 595). 

A la fin de la synthese. on elimine tous les groupes protecteurs fixes sur le peptide porte par la resine. On 
65 detache le peptide de la resine a I'aide d'acide fluorhydrique anhydre a raison de 10 ml d'HF anhydre par 
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gramme de resine, en presence de cresol (1 g par gramme de resine) a la temperature d*environ 0°C pendant 
environ 60 minutes. 

Apres evaporation de I'acide fluorhydrique, le melange reactionnel est lave a Tether et le peptide est separe 
de la resine par extraction a 1'aide decide acetique a 5%. Les extraits sont dilues a I'eau et lyophilises. 

Le peptide brut obtenu est soluble dans feau. ti est purifie par chromatographie sur une colonne du type de 5 
celle commercialisee sous le nom GF 05 (IBF) en utilisant comme phase mobile de I'acide acetique a 5 o/o. On 
mesure une absorption a 254 nm. Les differentes fractions du pic principal sont examinees sur le plan de leur 
homogeneite et rassemblees, puis repurifiees par HPLC (abreviation de ('expression anglaise "High Pressure 
Liquid Chromatography - ou "Chromatographie en Phase Liquide Haute Pression), chargees en le materiau 
connu sous la marque PARTISIL ODS2 (Whatman, magnum 9). au moyen d'un gradient de 0 a 7Q0fy w 
d'acetonitrile en presence de 1 pour mille d'acide trifluoroacetique. Les fractions sont collectees et 
lyophilisees avec un rendement global de 25 o/o. 

La composition en acides amines, apres hydrolyse acide totale. confirme la structure du peptide. 

On mesure la purete par chromatographie liquide sous haute pression en phase inversee sur une colonne 
du type de celle commercialisee sous le nom u. Bondapack C18 dans laquelle Teluant est un gradient que Ton is 
fait passer en 20 minutes de la composition 0 o/o d'acetone - 100 «Vb de tampon phosphate 0,0025 M, pH 2,5 a la 
composition 60 o/o d'acetone-40 P/o tampon phosphate. 


EXEMPLE 2 : 

Synthese du peptide de formule RAPS 
La synthese est realisee dans des conditions analogues a celles decrites dans I'exemple '1. 
On obtient le peptide avec un rendement de 30 o/o. 

EXEMPLE 3 : 

De la meme fagon, on realise les syntheses de KLNDRADSRRSL et des polypeptides suivants 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

EXEMPLE 4 : 


20 


25 


30 


De la meme f aeon, on realise les syntheses des polypeptides dbnt les sequences correspondent a celles 
des virus pu lymphocytes dont les d§signations abrfegees apparaissent a gauche de la liste qui suit * 
HLA-DR2p VRFLDRYFYNQEESVRFDSDVGEFRAVTELGRPDA 

LAV-F SLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELPHEYF 35 

HRV-14-VP1 SlVQLRKKLELFTYVRFDSEYTILATASQPDSANY 

T8 RLGDTFVLTLSDFRRENEGYYFCSAL 

T4 NQGSFLTKGPSKLNDRAFSRRSLWDQGNFPL 

EBV DGNKETFHERADSFHVRTNYKIV 

EXEMPLE 5 : *° 
Sequence contenue dans la glycorproteine d*enveloppe 

- de ARV2 : GVPVVWVKEATTTLFCASDARAYDTEVHNVWAT 

- de lav ) 

HTLV III ) : GVPNWWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWAT 45 
LV ) 

EXEMPLE 6 : 


Les peptides suivants ont ete synthetises (et certains d'entre eux testes, comme decrit plus haut. dans des 
essais de mediation cellulaire in vitro selon la technique de FISHER et al) : 50 

- Peptides de 4 acides amines 
"DR-4" : RFDS HLA classe H 

- Peptides de 7 acides amines 
T 4 -7* : DRADSRK T 4 

"DR-7" : LRFDSDL DR 2 55 
* Peptides de 10 acides amines 
RFDS-A-A-RFDS 
SDFR-A-A-SDFR 

- Peptides de 12 acides amines 

T4-12- : KLNDRADSRRSL ^ 
"DR-12" : EEYDRFDSDVGE 

L'efficacite des peptides selon l invention, en tant qu inhibiteurs de Tadhesion du LAV a des lymphocytes T4, 
est illustree ci-apres pr les resultats qui ont ete obenus avec le peptide RFDS AA RFDS. 

La fixation du LAV a son recepteur membranaire a ete directement appreci6e par Tanalyse de la fixation 
membranaire du virus LAV couple a la fluoresceine (LAV FITC). En bref. 10® cellules sont incubees avec 6 $5 
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microgrammes de LAV FITC.Iavees. puis examinees au microscope i fluorescence. Par cette technique, on 
detecte habituellement environ 10 % de cellules marquees dans une population de cellules T4 + purifiees. 
Pour evaluer la capacite du peptide synthetique a bloquer cette fixation, des cellules T4 ont ete preincubees 
avec des concentrations variables du peptide, pendant 30 minutes a 4". Apres lavage de Fexces du peptide 
5 non fixe, un marquage classique par le LAV FtTC. Par cette technique, on a pu observer que le peptide etudie 
inhibait completement la fixation du LAV FITC a son recepteur jusqu'a des concentrations aussi basses que 1 
microgramme par millilitre. 

On decrit ci-apresdes conditions preferees dans lesquelles les interactions cellulaires entre les monocytes, 
les lymphocytes T4 et les lymphocytes B peuvent etre influencees par les peptides selon ('invention. 

1 - Preparation des cellules mononucleees du sang peripherique (CMP) 

Le sang veineux est collecte a partir de volontaires sains sur liquemine (2500 U. 1/ml-Roche) et dilue dans 
une solution de Hank's 1 X (Biomerieux). Les cellules mononucleees sont ensuite isolees par centrifugation 
sur Fieoll-Hypaque (Pharmacia Uppsala. Suede), densite 1,077. lavees et resuspendues dans du milieu RPMI 
75 1640 (Gibco-Biocult, Ecosse) supplements avec 1 ml de L-glutamine (Biomerieux), 10 % d'un pool de serum 
AB humain decomplemente (30 minutes a 56°C) et d'antibiotiques (100 U/ml penicilline, 100 ug/ml 
Streptomycine). 

2 - Enrichissement en lymphocytes T - Rosettes E (17) 

20 

2-1 Sensiblilisation des globules rouges de mouton 

Les globules rouges de mouton sont laves trois fois en milieu Hank's 1X. 20 ml de suspension de globules 
rouges a 2<>/o sont sensibilises avec 1 ml de Neuraminidase 1 U/ml (test. Neuraminidase-Behring 
Werke-Allemagne) pendant 30 minutes a 37° C. Les globules rouges sensibilises sont laves trois fois en 
25 Hank's et reajustes a 2 o/o. 

2.2 Absorption du serum de veau foetal (SVF) 

Le serum de veau foetal (Gibco) est absorbe trois fois sur globules rouges de mouton (1 volume de culot 
giobulaire pour 1 volume de serum de veau foetal) 
30 - deux fois 30 minutes a 37 ? C 
- une fois 60 minutes a 4° C 

2.3 Formation des rosettes E 

Les lymphocytes sont mis a une concentration de 10 7 /ml dans du RPMI 1640 sans serum. 2 ml de 
35 suspension de globules rouges sensibilises a la neuraminidase et 0.2 ml de SVF absorbe sont ajoutes a 1 ml 
de suspension lymphocytaire. 
Les tubes sont centrifuges a 200 g pendant 5 minutes places dans la glace pendant 1 heure au minimum. 
Le culot est ensuite remis en suspension tres delicatement. La population cellulaire forrnant rosettes (E+), 
tres enrichie en lymphocytes T est separee du reste des cellules (E-) par sedimentation sur gradient de Rcoll 
40 a4°C. 

Les globules rouges sont ensuite lyses par un choc hypotonique et les lymphocytes sont laves trois fois en 
Hank's. 

3 - Separation des populations T, B. monocytes 

45 Les monocytes sont obtenus apres adherence des cellules mononucleees (10 7 /ml) sur boite de Petri 
(Corning) pendant une heure a 37° C. Ces boTtes de Petri ont ete prealablement incub§es a 4°C avec du SVF 
decomplemente, durant la nuit. Apres avoir recupere les cellules non adherentes, les cellules adherentes sont 
detachees avec un barreau caoutchoute (rubber policeman) et par un pipettage vigoureux. Apres deux 
lavages, elles sont irradiees a 4000 rads (IBL 137, source Cs-137, CEA). 

50 Les monocytes restants sont separes des cellules non adh6rentes par un traitement a la L-methylleucine . 
ester (5.10 6 /ml, 5 mM final, Sigma) 40 minutes a temperature ambiante (18). La reaction est arretee par 
addition de serum AB humain (10% final et lavages a froid). 

Les lymphocytes T et B sont separes par la technique des rosettes E. Les cellules T etant capables de 
former des rosettes en presence de globules rouges de mouton sensibilises a la neuraminidase, apres une 

55 incubation d'une heure a 0°C, Les cellules forrnant rosettes (E+ ) seront separees des cellules ne forrnant pas 
rosettes (E- ou B) par sedimentation sur gradient Ffcoll-Hypaque. Les globules rouges de mouton sont lyses 
par choc hypotonique. 

4 - Obtention de lignees T, interleukihe 2 dependantes, specrflques du virus influenza 

60 Les lignees specifiques du virus influenza Bangkok (A/Bangkok) sont obtenues a partir de cellules 
mononuclees de donneurs sensibilises (19). 

Les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 6 /ml dans du milieu RPMI, contenant 10 Vo de serum AB 
humain (SAB) en presence du virus A/Bangkok a 5 ug/ml. 10 ml sont repartis dans des flacons de culture 
(25cm 2 . Corning). 

65 Apres 7 jours de culture a 37" C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2, les cellules mortes sont 
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eliminees par sedimentation sur gradient de Ficoll. Les blastes sensibilises par te virus sont recueillis et 
reajustes a (10+ 5 )/m! dans du milieu RPMI, 10% SAB contenant de I'interleukine 2 recombinant 
(BIOGEN-Suise) teste sur lignee CTLL2, et utilise au 1/16000 final, en presence de lymphocytes autologues 
irradies a 4000 rads ou de lignees B autologues immortalisees par le virus d' Epstein-Bar r, irradiees a 8000 rads 
{cellules de supplementation ou 'feeders"). Ces "feeders" autologues sont ajoutes tous les 7 jours a un 5 
rapport : 1 "cellule feeder" pour 1 cellule de lignee. Le milieu de culture est remplace par du milieu frais 
contenant 50 % de surnageant riche en IL2, et de TIL 2 recombinant, les cellules etant reajustees a (10+ 5 )/ml 
tous les trois jours. 

5-Obtention des lignees B immortalisees par le virus d'Epstein-Barr (EBV) 10 
Des cellules rnononucleees fraiches ou decongelees sont resuspendues a la concentration de 2.10 6 /ml 

dans du millieu RPMI contenant 20 % de serum de veau foetal decomplemente, en presence d'EBV, obtenue a 

partir de lignees hematopoietiques B95-8 de marmosrt (N.I.G.M.S. Copewood St. Camden), et de cyclosporine 

A a 1 ug/ml final, bloquant toute activation des lymphocytes T. 
La culture se fait a 37° C en atmosphere humide contenant 5 0/0 de CO2. Le milieu est change tous les 5 15 

jours. 

6 - Obtention des surnageants riches en IL 2 i 
Des lymphocytes sont isoles du sang de deux ou trois donneurs, apres incubation du sang une nuit a 37° C. 

Ces lymphocytes sont ensuite regroupes, irradies a 1000 rads et ajustes a 10 6 ml en RPM1 1640 supplements 20 

en L-glutamine (2 mM); antibiotiques, 20% de serum AB humain decomplemente et 2 u.g/ml de 

phytohemagglutinine purifiee (DIFCO). 
Apres 48 heures de culture a 37° C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2, le surnageant, riche en IL 

2, est recueilli. filtre (filtre de 0,45 um de porosite, Schlucher et Schell, Allemagne) et congele a -20° C jusqu'a 

I'emploi. 25 
L'lL 2 recombinant (BIOGEN, Geneve, Suisse) teste sur lignees CTLL 2, et ajoute aux surnageants 

precedents, est aussi utilise dans les tests de proliferation cellulaire au 1/16000 final. 

7 -Test de proliferation cellulaire 

La proliferation tymphocytaire est induite soit par des mitogenes : 30 

- Phytohemagglutinine (PHA) 1/700e (DIFCO), soit par des antigenes apres sensibilisation du sujet (naturelle 
ou par vaccination), 

- Candidine (Cd) 500 \ig/m\ (Institut Pasteur), 

- Virus influenza A/ Bangkok 2 jig/ml (Institut Pasteur). 

Les cellules sont incubees a 37° C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2 pendant trois jours pour 35 
les proliferations induites par la PHA, et de six jours pour les proliferations induites par les antigenes 
precedents. 

Sefon le type de cellules utilisees : fraiches, ou lignees, le test subira quelques modifications. 

- Pour les cellules fraiches, les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 6 /ml dans du RPMI 1640 
contenant 10 0/0 de serum AB humain decomplemente, supplements de L-glutamine et d'antibiotiques, 200 at 40 
de la suspension cellulaire sont distribues dans des microplaques a fond rond, en triple (FLOW). 

- Pour les populations separees. les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 6 /ml. dans le milieu RPMI 
10°/o serum humain, et les monocytes irradies a 0.25.10 6 /ml, 100 ul de chaque suspension cellulaire sont 
distribues dans des microplaques a fond rond, en triple. 

- Pour les lignees T specifiques du virus influenza 15.1 0 3 cellules de la lignee prealablement lavees poiir 45 
eliminer le TCGF, sont recombinees avec 3. 10 4 lymphocytes irradies a 4000 rads, dans des microplaques a 
fond rond. Pour les lignees, la culture est de 72 heures. 

Dans tous les cas, ('induction de la proliferation est realisee avec 1 a 2 ug/ml de virus influenza A/Bangkok. 
La proliferation cellulaire est mesuree a J'aide d'un compteur a scintillations liquides (Minaxi tri-carb 4000, 
Packard) par ('incorporation de thymidine tritiee (CEA), 1 uCi/puits, 8 heures avant la fin de la culture. 4 lignees 50 
que nous avons obtenues sont testees : PT3, HT4, PT2, FPT1 , ainsi qu'un clone T auxiliaire (helper) disponible. 
obtenu par dilution limite : SB 12 (8). 

8 - Test pour la production d'anticorps anti-influenza 

Les preparations cellulaires T, B, separees par la technique des rosettes E, et les monocytes irradies, sont 55 
resuspendus dans du milieu RPMI 1640 contenant 10 0/0 de serum de chevre decomplemente (Flow), 
recombines a raison de 10. 5 lymphocytes B. 5.10 4 monocytes, 2.10 5 lymphocytes T qui sont les 
concentrations optimales prealablement mises au point par le laboratoire (16). Le virus A/Bangkok est ajoute 
a la concentration finale de 2 ug. 

Les cellules sont incubees a 37' C en atmosphere humide contenant 5 % CO2 durant 7 jours. Les plaques 60 
sont alors centrifugees et les 200 ul de surnageant sont remplaces par 100 \i\ de RPM1 1640 supplements en 
L-glutamine (1 mM). antibiotiques et 1 vol. de serum de veau foetal decomplemente. Apres 5 jours de culture 
supplementaires. les surnageants sont recoltes et stockes a -2 C. La determination des anticorps 
anti-influenza presents dans les surnageants de culture est realisee par la methode immuno-enzymatique 
(ELISA). 65 
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9 - Dosage des anticorps - technique ELISA (20) 

Fixation de Tantigene 
5 50 ul de virus influenza (50 ug/ml) 

1 heure a 37 C 

2 lavages PBS. 1 lavage PBS-BSA 3 o/o 
PBS : tampon phosphate saline 
BSA : albumine bovine 

10 

Saturation des sites de fixation 
50 ul de PBS-BSA 3 o/o 

1 heure a 37 C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSDA 3 <Vo 

;5 

Fixation specifigue des anticorps a doser 
50 ul de surnageants a tester 

1 heure a 37° C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSA 2 o/o - 

20 

Fixation de I'antiglobuline couplee a la phosphatase alcaline 
50 ul de GaHlgG-phosphatase alcaline 

1 heure a 37 C C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSA 2 o/o . 

25 3 lavages tampon bicarbonate pH 9,6, MgCl2 1.07 M 

Reaction enzyme substrat 

100 ul de p-nitrophenylphosphate disodique (1 mg/ml). Lecture de la densite optique a 405 nm sur un 
spectrometre MULTISKAN TtTERTEX (FLOW). 

30 

10 - Sequences peptidiques utiiisees 

- Peptides de 4 acides amines 
w DR-4" : RFDS HLA classe II 

35 . . : . . • 

- Peptides de 7 acides amines 
T4-7" : DRADSRK T 4 
"DR-7" : LRFDSDL DR 2 

40 -Peptides de 12 acides amines 
"T 4 -12" : KLNDRADSRRSL 
"DR-12" : EEYDRFDSDVGE 

11- Anticorps monoclonaux utilises 
45 OKT4A (IgG 2) Anticorps monoclonaux de la s§rie OKT 

OKT4D (IgG 1) (ortho-diagnostic) prepares chez la souris, revdlant ies lymphocytes T dits inducteurs. 
IOT3 (lgG2a) Anticorps monoclonaux (Immuno Tech) 

IOM1 (lgG1) prepares chez la souris et reveles par une antiglobuline anti-immunoglobuline de souris coupl6e a 
un fluorochrome (Nordic) 
50 IOT3 revelant Tensemble des lymphocytes T matures 
IOM1 revelant ies monocytes 

L243 (lgG2a) Anticorps monoclonaux (Becton-Dickinson) 
CA206 (lgG2a) revelant Ies molecules HLA-DR 
L243 
55 206 

Leu 1 (lgG2a) Anticorps monoclonal revelant Ies populations T (CD5) (Becton-Dickinson). 
RESULTATS 

60 1 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes T 
1-2 -Utilisation de cellules T fraiches 
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Figure 1 

Cette figure est illustrative de la variation de la densite optique (fonction du taux de proliferation) en fonction 
de la concentration en peptide (en ug/ml) dans le milieu de culture dans i'essai qui suit. 

Au cours d'un test de proliferation cellulaire de 6 jours induit par le virus influenza A/Bangkok, on observe 
une inhibition significative par le peptide de 12 acides amines ou "DR-12" (66%). Cette inhibition est 
dependante de la dose et reproductible ; elle varie d'individu a individu entre 50 et 70 Wo pour une 
concentration de 10 ug/ml de peptide. Elle est tres proche de I'inhibition produite par Tanticorps monoclonal 
OKT4 qui est de 86 <>/o. Un autre peptide de 12 acides amines : TVte" a un effet inhibiteur modere variable 
(38 %). 

Figure 2 

Si on compare Teffet inhibiteur de trois types de peptides "DR" se differencial par le nombre d'acides 
amines entourant la sequence RFDS :"DR-12\ *DR-7\ "DR-4\ on note une correlation entre la longueur des 
sequences peptidiques (1 sur l/axe des abscisses de la fig. 2) et Hntensite de ('inhibition (en ordonnees a la 
fig. 2). 

Ces effets sont aussi reproductibles, et peuvent etre retrouves dans d'autres systemes de proliferation teis 
le systeme tuberculine ou tetanos (non represented 

II a ete verifie par comptage des cellules au bleu de trypan que cette inhibition par les peptides n'etait pas 
due a un effet cytotoxique. Aucune inhibition n'est par contre observee dans un systeme induit par des 
lectines comme la PHA : 


cpm 




PBL 

seuls 



893 



PBL 

+ PHA 

(1/700) 

47 

.527 

PBL 

+ 

PHA 

+ OKT . 
4 

-D (1 pg/ml) 

44 

.083 

PBL 

+ 

PHA 

+ L243 

(0, 1 pg/ol) 

40 

.119 

PBL 

+ 

PHA 

+ "DR- 

12" (5 pg/ml) 

49 

.796 

PBL 

+ 

PHA 

+ "DR- 

12" (10 jig/ml) 

51 

.570 


25 


30 


35 


1-3 Utilisation de lignees T antigene specif ique 

Quatre lignees T auxiliaires (helper), specifiques du virus A/Bangkok ont ete testees avec les peptides de 12 
acides amines : "DR-12" et "T 4 -12" utilises a 5 ug/ml final. Une inhibition tres significative de 60 % a 90 <Vb est 40 
notee par les deux peptides. On trouve une correlation entre les effets du peptide "DR-12' et de Tanticorps 
OKT4-A. Cette correlation d'inhibition est retrouvee avec le clone T helper SB 12 (decrit par FISHER et at) : 
aucune inhibition n'est observee avec le peptide 'DR-12", ni avec I'anticorps OKT4-A. Les resultats 
apparaissent au tableau 1 ci-apres. 

45 

2 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes apres incubation specif ique avec les peptides analogues 
Afin de preciser le mecanisme de inhibition induite par fe peptide "DR-12\ des experiences 
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Tableau 1 

Effet des peptides utilises sur des licnees T influenza 

gpeqjfigues 

Peptides utilises a 5 pg/ml 

OKT4 A utilise a 1 pg/ml 

% d' inhibition sur la % d 1 inhibition sur la 

proliferation influenza production d'anticorps 


Lignees T "DR-^- OKT4 A "T4-12" "DR-12" 0KT4 A "T4-12' 


PT3 90 

85 

80 

/ 

/ 

/ 

MT4 80 

85 

55 

/ 

/ 

/ 

PT2 40 

75 

75 

/ 

/ 

/ 

FPT1 60 

65 

70 

/ 

/ 

/ 

Clone SB 12 0 

12 

0 

75 

90 

20 

0 % d ' inhibition. 

: ?T3: 

6000 cpm, MT4:6300, 

PT2 : 5000 



FPT1 

:4500, 

SB12: 15200 




Tableau 2 

Test de fonctionnalite et phenotvpe des populations 

separees 


CPM 


T + niTf + PHA 56.000 

T + m^f + IL2 55.000 

T + m-f + cd 17.000 

T + cd 2.246 

T seuls 1 .000 

Monocytes seuls 184 

T : lymphocytes T 
mT : monocytes 
u cd : candidine 


d Incubation des populations lymphoides purifiees avec les peptides ou des ariticorps monoclonaux 
65 specifiques des molecules T4 et HLA-DR ont ete effectuees. 
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H a d'abord ete verifie que les ditferents traitements utilises pour separer les populations lymphoTdes, en 
particulier la L-leucine methyl ester, n'affecte pas la fonction des lymphocytes T et leur capacite a proltferer 
apres stimulation par un antigene ou un mitogene. II a aussi ete montre que la population T est suffisamment 
depourvue de monocytes pour eviter d'eventuelles interferences dans les incubations. Les resultats resultent 
du tableau 2. 

Sur le modele des resultats obtenus anterieurement a I'aide d'anticorps anti-T4 (ou T4-D a 1 ug/ml final), on 
a cherche a mettre eventuellement en evidence une synergie d'inhibition entre peptides equivalents de DR et 
anticorps anti-T 4 ainsi qu'entre peptides equivalents de T4 et anticorps anti-HLA-DR (20 a 10+ 3 m final). Les 
resultats apparaissent dans les tableaux 3 et 4. 

L'experience 1 montre une synergie d'inhibition entre les peptides "DR-127"T4-12". "DR-127anticorps 
ahti-HLA-DR : 20 ainsi qu^ntre les anticorps monoclonaux OKT 4 D/206 et OKT4D/'*T4. 

Les memes synergies d'inhibitions sont retrouvees dans Texperience 2 entre "DR-12" et "T4-12" ainsi 
qu'entre n T 4 -12" et OKT 4 D. 

Dans cette experience 2. ainsi que dans l'experience 3, d f autres peptides de longueur differente ont ete 
testes : 


10 


15 


Tableau 3 

Inhibition de la prolifer ation des lymphocytes T apres 


incubations SD^CifioUes avec les neDtides £cmi vsl Pnt<! 



T4 et 

de DR 




Populations 

incubees 

Pourcentages d ' inhibitions 

25 

T 

Monocytes 

Experience 1 

Experience 2 


Peptides 

utilises 

0 % 9300 cpm 
100% 2000 cpm 

0 V 
100% 

7600 cpm 
500 cpm 

30 

0 

DR-12 

206 
0 

10 
0 


/ 
0 

. 35 

DR-12 

206 

57 


/ 


OKT4D 
OKT4D 

O 

206 

5 

75 


15 
/ 

40 

0 

T4-12 

0 


12 


DR-12 

T4-12 

48 


55 

45 

OKT4D 

T4-12 

58 


45 

' DR-12 

DR-12 

60 


/ 


0 

OKT4D 

DR-12 
DR-12 

20 
60 


/ 
/ 

50 

Peptides utilises & 1 pg/ml 

final 



55 


60 


65 
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Tableau 4 

Inhibition fle la proliferation des lymphocytes T apres 


35 


incubations specif itmes avec 

les peptides eauivalents de 


T4 et 

de DR 



Populations 

incubees 

Pourcentages d ' inhibitions 

T 

Monocytes 

Experience 2 

Experience 3 



0 % 7600 com 

0 % 

4000 cpm 

Peptides 

utilises 






100% 500 cpra 

100% 

200 cpm 

DR-4 

0 

0 



DR-4 

T4-12 

0 


20 

DR-7 (0,1) 

0 

/ 


1 c\ 
i \j 

DR- 7 

0 

/ 


25 

DR-7 (0,1) 

T4-12 

/ 


40 

DR-7 

T4-12 

/ 


65 

DR-12 

0 

0 


0 

0 

T4-12 

12 


10 

DR-12 

T4-12 

55 


90 

RGDS 

0 

0 


/ 

RGDS 

T4-12 

0 


/ 

Leu 1 

T4-12 

5 


/ 

Leu 1 

DR-12 

0 


/ 


peptides utilises a 1 ug/ml 


"DR-7". *DR-4\ De nouveau, aucune action inhibitrice de "DR-4" n'est observee et une action intermediate 
45 entre "DR-4" et "DR-12" est notee pour le peptide "DR-7" quand il est utilise en synergie avec "T4-12". 

Le test avec fanticorps Leu 1 (a 1 ug/ml final) montre que les inhibitions ne sont pas dues a un effet non 
specifique lie a une simple incubation. 

Cependant. il est a noter finhibition obervee lors de Kincubation des monocytes avec le peptide "DR-12" 
utilise synergie avec OKT4-D ou avec "DR-12". 

50 

3 - Inhibition de la reponse anticorps 

Nous avons teste si ces peptides "DR" pouvaient bloquer la fonction auxiliaire (helper) des lymphocytes T 
vis-a-vis des cellules B. Apres separation par rosettes E, !es populations sont recombinees a raison de 2.10 s 
E+, 1,5.10 s E- en presence des differents peptides : "DR-12", "DR-4\ leurs effets etant compares a celui de 
55 Tanticorps monoclonal OKT4-A. Ce test sera fait a trois concentrations finales : 0,1 ug/ml, 1 ug/ml, 10 
ug/ml - Figure 4. 

Les effets sont tout a fait comparables a ceux obtenus lors des tests de proliferation antigene specifique. 
De meme, quand on compare les effets des peptides de differentes longueurs - Figures 5-6-7. L'inhibition la 
plus elevee a lieu avec le peptide "DR-12", puis avec le peptide "DR-7". Unefaible, voire aucune inhibition, 
60 n'est observee avec le peptide "DR-4\ 

4 - Inhibition de la reponse anticorps apres incubation specifiques avec les peptides analogues 

Le meme type d'experiences a ete effectue dans le cas de la reponse anticorps in vitro en incubant les 
lymphocytes T avec fanticorps OKT4-A (0.1 ug/ml ou 1 ug/ml final) ou avec le peptide "DR-12" (1 ug/ml ou 5 
65 ug/ml final) ; les lymphocytes B sont incubes avec !e peptide "T4-12" (1 ug/ml ou 5 ug/ml final ) - Figure 8. 
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Parallelement aux tests de proliferation, on note une synergie d'inhibition ehtre "DR-12" et "T 4 -12" et entre 
OKT4A et "T 4 -12". On note done une correlation entre "DR-12* et OKT4A. Leffet est la aussi dependant de la 
dose et reproductible. 

Les resultats des experiences d'inhibition de la proliferation des lymphocytes T induite par le virus influenza 
et de la production d'anticorps specifiques HLA-DR restreints vis-a-vis du meme virus, par differents peptides 5 
analogues de HLA et de T4 peuvent se resumer ainsi : 

- Deux peptides respectivement de 12 et 7 acides amines analogues de DR et comprenant la sequence RFDS, 
inhibent. de facon significative et dependante de la concentration, la proliferation et I'effet helper T specifique 
du virus influenza. 

- L Inhibition obtenue est parallele a celle consecutive a Paddition d'anticorps anti-T 4 . 11 est en particulier 10 
interessant d'observer que la proliferation specifique d'un clone T (SB 12) HLA-DR restreint, n'est ni inhibee 

par les anticorps T 4 ni par le peptide "DR-12", alors que I'effet helper pour la production d'anticorps 
anti-influenza de ce clone est inhibe a la fois par les anticorps antKU et le peptide "DR-12". 

- II existe un effet modere et variable d'inhibition de la proliferation T et de la reponse anticorps anti-influenza 

par le peptide de 12 acides amines analogue de T 4 incluant la sequence RADS. 15 

- II semble exister une synergie d'inhibition de la proliferation T et de la production d'anticorps lorsque les 
lymphocytes T sont preincubes avec le peptide "DR-12" ou un anticorps anti-T 4l et les monocytes ou les 
lymphocytes B avec le peptide T 4 -12" ou un anticorps antiHLA-DR. 

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer I'effet inhibiteur des peptides "DR-12* et "DR-7" : 

- Ces peptides se fixent effectivement sur la molecule T 4 a la surface des lymphocytes T et inhibent de fait 20 
('interaction T 4 -cIasse II necessaire a Tactivation et indispensable lors de la cooperation T-B. 

En faveur de cette hypothese, on peut retenir la bonne correlation entre le degre d'inhibition et le caractere 
HLA-DR restreint de la reponse immune testee. 

Le fait que la proliferation specifique du clone SB n'est inhibee ni par le peptide "DR-12", ni par I'anticorps 
anti-T 4 , alors qu'une inhibition est observee dans la fonction helper par anti-T 4 et le peptide "DR-12" indique 25 
egalement ('existence d'un etroit parallelisme entre les deux inhibitions. 

Les reactions qui precedent permettent egalement I'etude de la capacite de substances determinees a 
exercer une action immunomodulatrice que ce soit au niveau des lymphocytes T4 ou de celui des molecules 
HLA et a detecter si I'interaction, induite par un antigene determine, entre les differents types de cellules qui 
pnt ete etudjees, releve d'un type determine de molecules HLA, par exempie HLA-DR. 30 

Par exempie dans le cas d'une molecule determinee, dorit aurait ete constatee la capacite d'inhiber les 
interactions, causees par un antigene determine, entre monocytes et lymphocytes T, d'une part, les 
lymphocytes T et lymphocytes B/d 'autre part, lorsque cette molecule determinee as ete utilisee a une dose 
suivante, il sera ensuite possible, notamment en ta substituant a I'un ou I'autre des peptides complementaires 
dans les essais du type de ceux decrits par FISHER qui ont ete decrits plus haut. de detecter si son mode 35 
d'action est ou non semblable a celui du peptide remplace. 

En variante, les peptides selon Tinvention peuvent egalement permettre de detecter si les reactions 
immunitaires induites par un antigene determine relevent d'une intervention ou non demolecules HLA de 
classe II determinees, notamment de molecules HLA-DR. A cet effet les tests qui ont ete decrits plus haut 
pourront etre mis en oeuvre, si ce n'est que le virus influenza sera remplace, dans les etapes ou celui-ci etait 40 
amene a intervenir. par cet antigene determine. Son mode d action, mettant en jeu ou non les molecules 
HLA-DR. dependra de ('observation ou non d'une inhibition des cooperations cellulaires qui auront ete 
constatees. 

Comme il va de soi et comme il resulte d'ailleurs deja de ce qui precede, I'invention ne se iimite nullement a 
ceux de ses modes d'application et de realisation qui ont ete plus specialement envisag6s ; etle en embrasse 45 
au contraire toutes les variantes. 

II est entendu que toute la iitterature technique a laquelle renvoie la bibliographie incluse dans cette 
demande, notamment celle qui suit doit etre consideree come faisant partie de fa presente description, en ce 
qu elle serait necessaire a I'illustration des points a partir desquels la presente invention a ete degagee. 
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Revendications 


1 - Peptide choisi parmi ceux qui sont represents par les f ormules generates : 
25 X RFDS Z 

X SDFR Z 

X--- SDAR 2 

X - R ADS 2 

X------SDAK-- -2 

30 dans lesquelles X est un atome dhydrogene ou un groupe peptidique avec une extremite N-terminate et Z 

est un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-terminale, ces peptides X et Z ne contrevenant 
pas; lorsqulls sont eux-m§mes constitues par des sequences peptidiques, a la necessite d'autoriser 
Texposition de la sfcquence tetrapeptidique interne. 

2 - Peptide selon la revendication 1 . caracterise en ce qu'ij contient dans une meme structure Tun des 
35 tetrapeptides sus-indiques et le t6trapeptide -miroir* correspondant, les deux tetrapeptides §tant 

connectes entre eux par un groupe peptidique intermediaire distinct n'interferant pas avec la possibilite 
d'exposjtion de chacun des deux tetrapeptides. 

3 - Peptide selon la revendication 2, caracterise par une chaine comprenant de 2 a 1 0 residus alanine. 

4 - Peptide selon la revendication 1, caracterise par les f ormules : 


X 



F 

D 

3 


F 

p 

5 


t 

0 

S 


EL 


X RE R F P 5 EL 


dans lesquelles chaque tiret V reprfcsente un residu d*aminoacide et X et 2 ont les significations 
sus-indiquees. 

5 - Peptide choisi parmi : 

50 REVLEWRFDSR LAFHHVAREL REVLEWRFDSKLAFHHVAREL REVLEWRFDSKLAFH HMAREL. 

6 - Peptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le nombre total 
d'acides amines qu'il contient ne depasse pas 50. avantageusement est inferieur a 30, voire meme a 20. 

7 - Peptide selon la revendication 1 de f ormule : 
X JRFDSD 2 (XII) 

55 dans laquelle X et 2 ont les significations sus-indiqu§es et J est A, V ou L. ces peptides comportant de 6 a 

20, voire 30 r6sidus aminoacyle. 

8 - Peptide selon la revendication 7 caracterise en ce qull est choisi parmi : 
VRFDSD 

LRFDSDL 

60 9 - Peptide selon la revendication 1 de formule : 

X EEBJR FDSDVGE Z (XVI) 

dans laquelle : 

XetY ont les significations sus-indiquees. 
B est choisi parmi Y, S, D, F ou N, plus particulierement Y ou D, et 
65 J est choisi parmi A, V, L et 
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0 226 513 


avec F pouvant eventuellement etre remplace par Y, ces peptides comprenant de 12 & 20, voire 30 residus 
aminoacyle. 

10 - Peptide selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il consiste en un dodecapeptide. 

1 1 - Peptide selon la revendication 10, caracterise par la formule : 

EEBJRFDSVGE 5 
dans laquelle B a la signification sus-indiquee. 

12- Peptide selon la revendication 10 dans lequel B est Y. 

13 - Peptide caracterise par la presence d'une sequence RADS, qui peut comporter jusqu'a 20, voire 
30 groupes residus aminoacyle. et comportant de part et d'autre de la sequence RADS des sequences 
peptidiques n interferant pas avec la capacite de la sequence RADS a etre reconnue par des molecules 10 
HLA humaines. plus particulierement HLA-DR. 

14 - Peptide choisi parmi : 
RFDSAASDFR 
SDFRAARFDS 

RADSAASDAR y5 
SDARAARADS. 

15 - Anticorps de preference monoclonaux, caracterises par leur capacite de reconnaissance 
specifique de Tun des peptides selon Tune quelconque des revendications 1 a 14. 

16- Procede dlnhibition de Tadhesion de virus LAV a des lymphocytes T4 comprenant la mise en 
contact soit des virus, soit des lymphocytes, avec un peptide conforme & Tune quelconque des 20 
revendications 1 k 15. 

17 - Procede pour detecter dans un fluide biologique, par exemple le serum d'un malade, des anticorps 
diriges contre la region du genome du virus LAV qui contient la sequence RFDS. qui comprend la mise en 
contact de ce fluide biologique avec le virus dans des conditions propres d permettre la reaction 
immunologique sous-tendant la detection du virus. 25 

18 - Peptide choisi parmi Tun des suivants : 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
RLAFHHMAR. 

19 t Anticorps monoclonaux specifiquement diriges contre Tun des peptides de la revendication 18. 
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